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t i o n k i t ( T h e rm o S c i e n t i f i c ) , t h e P C R p r o d u c t s w e r e p u r i f i e d a n d s e q u e n c e d c omm e r c i a l l y b y M a c r o g e n ( S e o u l , K o r e a ) . S e q u e n c e s o b t a i n e d a f t e r 1 6 S r RN A g e n e s im i l a r i t y w e r e i d e n t i f i e d u s i n g t h e E z T a x o n s e r v e r ( h t t p : / / e z t a x o n -e . e z b i o c l o u d . n e t / ) ( K im e t a l . , 2 0 1 2 ) t o i d e n t i f y t h e b a c t e r i a . T o d e t e rm i n e t h e p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n o f t h e a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a a n d r e l a t e d t y p e s t r a i n s , t h e 1 6 S r RN A g e n e s e q u e n c e s o f t y p e s t r a i n s w e r e o b t a i n e d f r om t h e N a t i o n a l C e n t e r f o r B i o t e c h n o l o g y I n f o rm a t i o n .
F o r t h e p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s , C LU S T A L X ( T h om p s o n , G i b s o n , P l e w n i a k , J e a nm o u g i n , & H i g g i n s , 1 9 9 7 ) m u l t i p l e a l i g nm e n t s o f t h e b a c t e r i a l s e q u e n c e s w e r e p e r f o rm e d a n d B i o E d i t s o f t w a r e (H a l l ,1 9 9 9 ) w a s u s e d t o e d i t t h e g a p s . T h e n e i g h b o u r -j o i n i n g m e t h o d i n t h e M EG A 6 P r o g r amm e w i t h b o o t s t r a p v a l u e s b a s e d o n 1 0 0 0 r e p l i c a t i o n s w a s u s e d f o r c o n s t r u c t i n g t h e p h y l o g e n e t i c t r e e ( T am u r a , S t e c h e r , P e t e r s o n , F i l i p s k i , & K um a r , 2 0 1 3 ) .
E v a l u a t i o n o f h y d r o l y t i c e n z ym a t i c a c t i v i t y P r o t e a s e a c t i v i t y w a s c h e c k e d u s i n g s k im m i l k ½ R 2A a g a r p l a t e s . B a c t e r i a p r o d u c i n g p r o t e a s e m a d e c l e a r z o n e o n s k im m i l k a g a r p l a t e s . Am y l a s e p r o d u c t i o n w a s c h e c k e d o n s t a r c h m e d i a . Am y l a s e p r o d u c i n g b a c t e r i a s h o w e d s t a r c h h y d r o l y s i s a s a c l e a r
z o n e o n s t a r c h ½ R 2A a g a r p l a t e s ( K um a r , K a r a n , K a p o o r , S i n g h , & K h a r e ,2 0 1 2 ) . F o r l i p a s e a c t i v i t y , t r i b u t y r i n ½ R 2A a g a r m e d i a w a s u s e d . A f t e r 4 8 h o f i n c u b a t i o n a t 2 8°C , a c l e a r z o n e w a s d e t e c t e d a r o u n d b a c t e r i a t h a t w e r e h y d r o l y s i n g t r i b u t y r i n . T o c h e c k c e l l u l a s e a c t i v i t y , CM C a g a r ( c a r b o x ym e t h y l c e l l u l o s e a g a r ) m e d i a w a s u s e d . B a c t e r i a w e r e s t r e a k e d o n p l a t e s o f t h e r e s p e c t i v e e n z ym e m e d i a a n d i n c u b a t e d a t 2 8°C f o r 2 d a y s . A f t e r t h e s e p l a t e s w e r e f l o o d e d w i t h a s o l u t i o n o f 0 . 1% C o n g o r e d a n d p u t o n a n o r b i t a l s h a k e r f o r 1 5 m i n a n d w a s h e d w i t h 1M N a C l (H e n d r i c k s , D o y l e , & H u g l e y ,1 9 9 5 ) . P o s i t i v e a c t i v i t y w a s s e e n a s a h a l o z o n e a r o u n d b a c t e r i a l c o l on i e s o n CM C a g a r . (M e t s ä -K e t e l ä e t a l . , 1 9 9 9 ) . P C R am p l i f i c a t i o n p r od u c t s w e r e t h e n c h e c k e d b y u s i n g 0 . 8% a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s , a n d b a n d s o f 1 . 2 -1 . 4 k b , 6 0 0 b p a n d 7 0 0 -8 0 0 b p w e r e d e t e c t e d a s p r o d u c t s o f P K S -I , P K S -I I a n d N R P S g e n e s , r e s p e c t i v e l y .
D e t e c t i o n o f s e c o n d a r y m e t a b o l i t e b i o s y n t h e t i c g e n e s T h e d e t e c t i o n o f a b i o s y n t h e t i c g e n e , p o l y k e t i d e s y n t h e t a s e I ( P K S -I ) a n d n o n r i b o s om a l p e p t i d e s y n t h e t a s e (N R P S ) g e n e s w e r e c

O p t im i s a t i o n o f b a c t e r i a l c u l t u r e c o n d i t i o n f o r p r o d u c t i o n o f a n t i f u n g a l a c t i v i t y T o o p t im i s e c u l t u r e c o n d i t i o n s o f t h e s e l e c t e d b a c t e r i a l s t r a i n s f o r t h e p r o d u c t i o n
o f a n t if u n g a l a c t i v i t i e s , a n a p p r o p r i a t e m e d i um f o r c u l t u r i n g w a s s e l e c t e d . F o u r d i f f e r e n t m e d i a , i . e . ½ R 2 A b r o t h , ½ T S A , ½ N A i n s e a w a t e r a n d M a r i n e b r o t h i n d i s t i l l e d , w e r e u s e d f o r c u l t u r i n g . A f t e r e v e r y 2 4 h , o p t i c a l d e n s i t y (OD ) w a s c h e c k e d a n d a n t i f u n g a l a c t
i v i t y w a s a s s e s s e d a g a i n s tP . c a p s i c ia n dP y . u l t im umu s i n g d i s c d i f f u s i o n m e t h o d . T h e e f f e c t o f t em p e r a t u r e w a s c h e c k e d a t d i f f e r e n t r a n g e s o f t em p e r a t u r e s ( 2 0 -4 0°C ) i n ½ R 2 A b r o t h . F o r pH o p t im i s a t i o n , d i f f e r e n t pH v a l u e r a n g e s ( 5 -1 2 ) w e r e u s e d f o r t h e g r o w t h a n d a n t i f u n g a l c om p o u n d p r o d u c t i o n i n ½ R 2 A b r o t h .
G a s c h r om a t o g r a p h y -m a s s s p e c t r om e t r y a n a l y s i s f o r i d e n t i f i c a t i o n o f m e t a b o l i t e s A l l c h em i c a l s a n d s o l v e n t s w e r e o f M S g r a d e .N , O -b i s ( t r im e t h y l s i l y ) t r i f l u o r a c t am i d e + t r im e t h y l c h l o r o s i l a n e ( TM C S ) ( 9 9 : 1 ) , M e t h o x y am i n e h y d r o c h l o r i d e a n d P y r i d i n e ( R .G . , R e a g . A C S , R e a g . P h E u r ) w e r e p u r c h a s e d f r om S i gm a -A l d r i c h , a n d m e t h a n o l w a s p u rc h a s e d f r om T h e rm o F i s h e r . B a c t e r i a l c u l t u r e s ( 1 m L ) w e r e l y s e d a n d c e n t r i f u g e d a t 1 0 , 0 0 0 gf o r 1 0 m i n . T h e s u p e r n a t a n t ( 2 0 0 µ L ) w a s t r a n s f e r r e d t o a 1 . 5 -m L E p p e n d o r f t u b e a n d 6 0 0 µ L a c e t o n i t r i l e w a s a d d e d a n d v o r t e x f o r 3 0 s . S am p l e s w e r e f u r t h e r c e n t r if u g e a t 1 3 , 0 0 0 gf o r 1 0 m i n a n d 2 0 0 µ L s u p e r n a t a n t w a s t r a n s f e r r e d t o g l a s s v i a l s . T h e s o l v e n t w a s r em o v e d b y a n i t r o g e n d r y m a c h i n e . t o e a c h v i a l a n d t h e m i x t u r e w a s v o r t e x e d f o r 2 m i n a n d t h e n d e r i v a t i s e d a t 8 0°C f o r 3 0 m i n . M i x t u r e s w e r e c e n t r i f u g e d f o r 1 0 m i n ( 1 3 , 0 0 0 g ) , t h e n 1 0 0μ L s u p e r n a t a n t w a s u s e d f o r g a s c h r om a t o g r a p h y -m a s s s p e c t r om e t r y (G C -M S ) m e t ab o l om i c s a n a l y s i s . T h e d e r i v a t i s e d s am p l e s w e r e a n a l y s e d o n S h im a d z u G CM S -Q P 2 0 1 0 U l t r a , i n c l u d i n g a c a p i l l a r y c o l um n ( 3 0 m × 0 . 2 5 mm × 0 . 2 5μ m ) u s e d t o s e p a r a t e t h e d e r i v a t i v e s . H e l i um ( > 9 9 . 9 9 9% ) w a s u s e d a s t h e c a r r i e r g a s a t a c o n s t a n t f l o w r a t e o f 1 m L /m i n t h r o u g h t h e c o l um n . T h e i n j e c t o r t em p e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d a t 2 6 0°C a n d i n j e c t i o n v o l um e w a s 1 μ L i n s p o u t l e s s m o d e . T h e i n i t i a l o v e n t em p e r a t u r e w a s 8 0°C a n d w a s h e l d f o r 2 m i n , r am p e d t o 3 0 0°C a t a r a t e o f 1 0°C /m i n , a n d f i n a l l y h e l d a t 3 0 0°C f o r 5 m i n . T h e t em p e r a t u r e o f i o n s o u r c e ( e l e c t r o n im p a c t ) w a s s e t t o 2 0 0°C . T h e c o l l i s i o n e n e r g y w a s 7 0 e V . M a s s d a t a w e r e a c q u i r e d i n a f u l l -s c a n m o d e ( m / z 4 5 -8 0 0 ) , w i t h a n a c q u i s i t i o n r a t e o f 1 0 0 s p e c t r um / s . L i q u i d c h r om a t o g r a p h y -m a s s s p e c t r om e t r y a n a l y s i s o f b a c t e r i a l c u l t u r e F i v e m i l l i l i t r e s o f b a c t e r i a l c u l t u r e w a s p l a c e d o n− 8 0°C f o r 5 m i n a n d t h e n t r a n s f e r r e d t o a 3 7°C w a t e r b a t h f o r 5 m i n , a n d t h i s p r o c e d u r e w a s r e p e a t e d f o r f i v e t im e s . C e n t r i f u g a t i o n w a s d o n e a t 1 5 , 0 0 0 gf o r 1 0 m i n , 3 m L s u p e r n a t a n t w a s t r a n s f e r r e d t o a t u b e a n d 1 2 m L a c e t o n i t r i l e w a s a d d e d a n d v o r t e x e d f o r 3 0 s . A g a i n , c e n t r i f u g a t i o n w a s d o n e a t 1 5 0 0 0 g f o r 1 0 m i n a n d 3 0 0 µ L s u p e r n a t a n t w a s t a k e n f o r l i q u i d c h r om a t o g r a p h y -m a s s s p e ct r om e t r y ( L C -M S ) m e t a b o l om i c s a n a l y s i s . I n j e c t i o n v o l um e w a s 3 µ L a n d t h e s am p l e s a r e a n a l y s e d o n A g i l e n t 6 5 4 0 B TO F /Q -TO F M a s s S p e c t r om e t e r c o u p l e d w i t h A g i l e n t 1 2 9 0 U P L C a n d D u a l A J S E S I i o n s o u r c e . A n A CQU I T Y U P L C H S S T 3 ( 1 0 0 × 2 . 1 mm , 1 . 8μ m ) c o l um n a n d p r e -c o l um n ( P h e n om e n e x S e c u r i t y G u a r d™) w a s u s e d t o s e p a r a t e s am p l e . T h e c o l um n t em p e r a t u r e w a s s e t t o 4 5°C a n d t h e f l o w r a t e w a s 0 . 5 m L /m i n . A c q u i s i t i o n r a n g e w a s f r om 5 0 t o 1 5 0 0m / z, a n d s c a n r a t e w a s 1 . 0 0 s p e c t r um / s . M S p a ram e t e r s w e r e s e t a s f o l l o w s : c a p i l l a r y v o l t a g e 3 5 0 0 V , n e b u l i z e r p r e s s u r e 3 5 p s i , d r y i n g g a s 1 0 L /m i n , g a s t em p e r a t u r e 3 2 5°C , v a p o r i z e r 2 0 0 V , v o l t a g e c h a r g e 1 0 0 0 V ; n e g a t i v e -i o n m o d e c a p i l l a r y v o l t a g e 3 5 0 0 V , c o r o n a n e g a t i v e 1 5 . 0 V , f r a gm e n t o r 1 7 5 V , s k imm e r 1 6 5 . 
R a w d a t a w e r e im p o r t e d t o A g i l e n t M a s sH u n t e r Q u a l i t a t i v e A n a l y s i s B . 0 6 . 0 0 s o f t w a r e . M e t a b o l i t e s w e r e i d e n t i f i e d b y t h e i n -h o u s e d a t a b a s e .
N u c l e o t i d e s e q u e n c e n um b e r s A l l o f t h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f t h e b a c t e r i a l i s o l a t e s f r om t h i s s t u d y h a v e b e e n d e p o s i t e d i n t h e G e n B a n k d a t a b a s e u n d e r a c c e s s i o n n um b e r s K Y 4 3 6 4 4 6 -K Y 4 3 6 5 0 4 . S t a t i s t i c a l a n a l y s i s M e t a b o l i t e s w e r e i d e n t i f i e d b y t h e N I S T d a t a b a s e . B r i e f l y , a f t e r a l i g nm e n t w i t h S t a t i s t i c C om p a r e c om p o n e n t , t h e C S V f i l e w a s o b t a i n e d w i t h t h r e e -d im e n s i o n a l d a t a -s e t s i n c l u di n g s am p l e i n f o rm a t i o n , p e a k n am e , r e t e n t i o n t im e , m / za n d p e a k i n t e n s i t y . I n t e r n a l s t a nd a r d p e a k a n d p e a k s c a u s e d b y n o i s e , c o l um n b l e e d a n d B S T F A d e r i v a t i s a t i o n p r o c e d u r e , w e r e r em o v e d f r om t h e d a t a -s e t , a n d t h e p e a k s f r om t h e s am e m e t a b o l i t e s w e r e c om b i n e d . R e s u l t s I s o l a t i o n o f r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a f r om h a l o p h y t e s I n t h i s s t u d y , t h r e e h a l o p h y t e s w e r e c o l l e c t e d f r om t h e c o a s t a l a r e a o f T h u w a l , J e d d a h ( F i g . S 1 ) a n d w e r e i d e n t i f i e d a sA . m a r i n a(m a n g r o v e ) , H . s t r o b i l a c e um a n dZ . q a t a r e n s e( F i g . 
r e n t c u l t u r i n g m e d i a f o r i s o l a t i o n o f r h i z o p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a w e r e u s e d . T h e s e d i f f e r e n t m e d i a t h a t a r e i n h i g h a n d l o w n u t r i e n t c o n t e n t s f a v o u r d i f f e re n t g r o u p s o f b a c t e r i a t o g r o w . S om e o f t h e b a c t e r i a l c o l o n i e s w e r e s o sm a l l a n d r e q u i r e d 2 -3 w e e k s t o g r o w .
S c
nA . m a r i n a( n= 2 8 ; 1 2 . 3% ) a n dZ . q a t a r e n s e( n= 1 6 ; 1 1 . 8% ) , f o l l o w e d b yH . s t r ob i l a c e um( n= 1 3 ; 6 . 7% ) ( T a b l e 1 ) . T h e s e a n t a g o n i s 8 4 ) ,B a c i l l u ss p . ( E A 9 8 ) a n dH a l om o n a ss p . ( E A 1 2 7 ) h a d s t r o n g i n h i b i t i o n o n l y a g a i n s t o om y c e t e s ( T a b l e 2 ) . S om e a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a w e r e a c t i v e a g a i n s t o n l y o om y c e t e s a n d w e r e i n a c t i v e f o r o t h e r p a t h o g e n i c f u n g i u s e d f o r s c r e e n i n g i n t h i s s t u d y ( T a b l e 2 ) . H a l om o n a sw a s t h e d om i n a n t g e n u s i n t h i s s t u d y am o n g 3 0 d i f f e r e n t g e n e r a o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a i s o l a t e d f r om h a l o p h y t e s . P h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a b a s e d o n 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e A n t a g o n i s t i c b a c t e r i a ( n= 5 7 ) w e r e i d e n t i f i e d b y u s i n g 1 6 S r RN A g e n e s e q u e n c e a n a l y s i s . T w e n t y d i f f e r e n t g e n e r a o f b a c t e r i a w e r e i d e n t i f i e d a n d b e l o n g e d t o f i v e m a j o r c l a s s e s : A c t i n o b a c t e r i a( n= 1 2 ; 2 1% ) ,γ -P r o t e o b a c t e r i a( n= 2 4 ; 4 2% ) ,F i rm i c u t e s( n= 1 0 ; 1 8% ) , α -P r o t e o b a c t e r i a ( n= 8 ; 1 4% ) , a n dF l a v o b a c t e r i i a( n= 3 ; 5% ) ( F i g u r e 1 ) . T h e p r o p o r t i o n o f d i f f e r e n t g e n e r ai ne a c h p a r t o f p l a n t s am p l e a n d s o i l i s s h o w n i nF i g u r e 1 ( b -e ) . S e q u e n c e i d e n t i t y o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a w a s f r om 9 2 . 8% t o 1 0 0% ( T a b l e 2 ) . T h e p h y l og e n e t i c t r e e i n f e r r e d u s i n g 1 6 S r RN A g e n e d a t a s h o w e d t h a t b r a n c h i n g p a t t e r n s r em a i n e d c o n s t a n t . H i g h b o o t s t r a p v a l u e s w e r e r e c o r d e d i n t h e p h y l o g e n e t i c t r e e u s i n g 1 6 S r RN A T a b l e 1 .D i s t r i b u t i o n o f r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a i s o l a t e d f r om h a l o p h y t e s .
P l a n t s p e c i e s D om i n a n t p h y l um e A v i c e n n i a m a r i n a 2 2 6 2 8 1 2 . 3 A c t i n o b a c t e r i a H a l o c n em um s t r o b i l a c e um 1 9 3 1 3 6 . 7 γ -P r o t e o b a c t e r i a Z y g o p h y l l um q a t a r e n s e 1 3 5 1 6 1 1 . 8 γ -P r o t e o b a c t e r i a 5 5 4 5 7 1 0 . 3 γ -P r o t e o b a c t e r i a a
S c i e n t i f i c n am e s o f h a l o p h y t e s c o l l e c t e d f r om c o a s t a l a r e a f o r i s o l a t i o n o f b a c t e r i a . b T o t a l n um b e r o f b a c t e r i a i s o l a t e d f r om h a l o p h y t e s . с T o t a l n um b e r o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a a g a i n s tP . c a p s i c ia n dP y . u l t im umb y c o n f r o n t a t i o n b i o a s s a y . d P e r c e n t a g e o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a f r om t o t a l b a c t e r i a .
e D om i n a n t p h y l um i n a l l a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a t o o om y c e t e s . 
T a b l e 2 .T a x o n om i c i d e n t i f i c a t i o n , a n t i f u n g a l a c t i v i t y a n d e n z ym e s p r o d u c t i o n o f r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a f r om h a l o p h y t e s . A n t i f u n g a l a c t i v i t y a g a i n s t a E n z ym a t i c a c t i v i t i e s
A n t a g o n i s t i c a c t i v i t y o f a l l b a c t e r i a i s o l a t e d i n t h i s s t u d y . T h e a c t i v i t y w a s m e a s u r e d a f t e r 3 -5 d a y s i n c u b a t i o n a t 2 8°C b y m e a s u r i n g t h e c l e a r z o n e o f m y c e l i a l g r o w t h i n h i b i t i o n :−
, N e g a t i v e ; + , 3 mm ; + + , b e t w e e n 4 a n d 6 mm ; + + + , b e t w e e n 7 a n d 9 mm b
P r o d u c t i o n o f p r o t e a s e , am y l a s e , l i p a s e a n d c e l l u l a s e w a s d e t e rm i n e d b y p l a t e a s s a y . E n z ym a t i c a c t i v i t y w a s e s t im a t e d a s z o n e o f h a l o f o rm e d a r o u n d b a c t e r i a l c o l o n i e s :−
, N e g a t i v e ; + , 3 mm ; + + , b e t w e e n 4 a n d 6 mm ; + + + , b e t w e e n 7 a n d 9 mm ; + + + + , b e t w e e n 1 0 am d 1 2 + + + + + , b e t w e e n 1 3 a n d 1 5 .
c D e t e c t i o n o f N R P S a n d P K S -I a n d P K S -I I g e n e s i n a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a . I d e n t i f i c a t i o n b a s e d o n p a r t i a l 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e a n a l y s e s o f a l l a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a .
e % s im i l a r i t y w i t h c l o s e l y r e l a t e d t y p e s t r a i n g e n e s e q u e n c e s d a t a ( F i g u r e 2 ) . A n t a g o n i s t i c s t r a i n s o f c l a s s F i rm i c u t e sw e r e p l a c e d i n a s e p a r a t e c l u s t e r r e c o v e r e d w i t h h i g h e r b o o t s t r a p v a l u e s . A n t a g o n i s t i c b a c t e r i a i nF i rm ic u t e sm a i n l y b e l o n g e d t o t h e g e n e r a B a c i l l u s , S t a p h y l o c o c c u sa n dH a l o b a c i l l u s. T h r e e d i f f e r e n t c l u s t e r s h a v e b e e n g e n e r a t e d f o r i s o l a t e s o f c l a s sA c t i n o b a c t e r i a . A n t a g o n i s t i c b a c t e r i a i n t h e s e t h r e e c l u s t e r s w e r e i d e n t i f i e d w i t h h i g h b o o t s t r a p s v a l u e s ( 5 4 -1 0 0% ) . R e p r e s e n t a t i v e i s o l a t e s i n t h i s c l a s s b e l o n g t o f o u r d i f f e r e n t g e n e r a , i . e .N o c a r d i o i d e s , A r t h r o b a c t e r , S t r e p t om y c e s a n dM y c o b a c t e r i um. T h r e e s t r a i n s o fF l a v o b a c t e r i i aw e r e i d e n t i f i e d w i t h a s e p a r a t e c l u s t e r a l s o s h o w i n g h i g h b o o t s t r a p v a l u e s ( 6 4 -1 0 0% ) . T h e s t r a i n s o fα -P r o t e o b a c t e r i a c om p r i s i n g e i g h t d i f f e r e n t g e n e r a w e r e p l a c e d i n o n e c l u s t e r i n t h e p h y l o g e n e t i c t r e e w i t h h i g h b o o t s t r a p v a l u e s .
T h e r e p r e s e n t a t i v e s t r a i n s o f γ -P r o t e ob a c t e r i a b e l o n g t o f i v e d i f f e r e n t g e n e r a . A l l s t r a i n s o f t h e g e n u sH a l om o n a sm a k e a d i s t i n c t c l u s t e r w i t h t h e c l o s e l y r e l a t e d t y p e s t r a i n H a l om o n a s d e n i t r i f i c a n sM 2 9 T w i t h a b o o t s t r a p v a l u e o f 9 9 -1 0 0% . I n t h i s s t u d y , s om e n o v e l a n d n e w a n t a g o n i s t i c r h i z o s p h e r i c a n d e n d op h y t i c b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e a l s o i d e n t i f i e d i n a d d i t i o n t o c omm o n a n d a l r e a d y k n o w n b a c t e r i a ( T a b l e 2 ) . S om e a n t a g o n i s t i c r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a w e r e r e c o v e r e d s h o w i n g l o w 1 6 S r RN A g e n e s e q u e n c e s im i l a r i t y ( < 9 5% ) . T w o i s o l a t e s o f α -P r o t e o b a c t e r i a , i . e . R o s e i s a l i n u ss p . ( E A 1 0 4 ) a n d R u b r im o n a ss p . ( E A 1 1 3 ) , a n d o n e i s o l a t e b e l o n g i n g t o γ -P r o t e o b a c t e r i a , i . e . A l t e r om o n a ss p . ( E A 8 0 ) , w e r e i d e n t i f i e d a s n o v e l s p e c i e s w i t h s im il a r i t i e s o f < 9 5% t o t h e c l o s e s t t y p e s t r a i n s i n G e n B a n k ( T a b l e 2 ) . I n a d d i t i o n t o t h e s e n o v e l i s o l a t e s , m a n y o t h e r n o v e l a n t a g o n i s t i c r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a 
( a ) P e r c e n t a g e c om p o s i t i o n o f d i f f e r e n t p h y l a o f a n t a g o n i s t i c r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a i s o l a t e d f r om f o u r h a l o p h y t e s o n t h e b a s i s o f 1 6 S r R N
A g e n e s e q u e n c e s im i l a r i t y . P e r c e n t a g e c om p o s i t i o n o f d i f f e r e n t p h y l a i n ( b ) s o i l , ( c ) r o o t s , ( d ) l e a v e s a n d ( e ) p n e um a t o p h o r e s . b e l o n g i n g t o d i f f e r e n t g e n e r a w e r e i d e n t i f i e d i n t h i s s t u d y . M o r e p o t e n t i a l a n t a g o n i s t i c c a n d i d a t e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d f r om t h e c l a s s γ -P r o t e o b a c t e r i a . S om e s t r a i n s o f γ -P r o t e ob a c t e r i aw i t h h i g h a n t a g o n i s t i c a c t i v i t y a g a i n s t p a t h o g e n i c f u n g i w e r e c omm o n a n d h a d a s e q u e n c e s im i l a r i t y o f 1 0 0% w i t h t h e r e l a t i v e t y p e s t r a i n . A l t e r om o n a ss p . ( E A 7 3 ) , A i d i ng im o n a s s p . ( E A 1 0 5 ) a n d H a l om o n a ss p . ( E A 1 2 7 ) a n d h a d m o d e r a t e t o s t r o n g i n h i b i t o r y a c t i v i t y a n d w e r e i d e n t i f i e d a s n o v e l s t r a i n s w i t h s e q u e n c e s im i l a r i t y o f 9 8 . 6% , 9 7 . 8% a n d 9 6 . 7% , r e s p e c t i v e l y , w i t h r e l a t i v e t y p e s t r a i n s . W e h a v e s e l e c t e d t h e s e t h r e e a n t a g o n i s t i c s t r a i n s d e p e n d i n g o n t h e i r 1 6 S r RN A s e q u e n c e s im i l a r i t y a n d a n t a g o n i s t i c a c t i v i t y f o r s e co n d a r y m e t a b o l i t e i d e n t i f i c a t i o n .
E n z ym a t i c a c t i v i t i e s o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a A n t a g o n i s t i c r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a w e r e e v a l u a t e d f o r t h e i r a b i l i t y t o p r o d u c e c e l l w a l l l y t i c e n z ym e s . W e h a v e t e s t e d p r o t e a s e , am y l a s e , l i p a s e a n d c e l l u l a s e a c t i v i t i e s ( T a b l e 2 ) . T h e n um b e r o f a n t a g o n i s t i c r h i z o s p h e r i c a n d e n d o p h y t i c b a c t e r i a e x h i b i t i n g l i p a s e a c t i v i t y ( n= 1 9 ; 3 2% ) w a s h i g h a s c om p a r e d t o o t h e r e n z ym a t i c a c t i v i t i e s .
F i g u r e 2 .P h y l o g e n e t i c d i s t r i b u t i o n o f a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a i s o l a t e d f r om h a l o p h y t e s o n t h e b a s i s o f
M o s t o f l i p a s e -p r o d u c i n g b a c t e r i a w e r e e n d o p h y t e s (n= 1 7 ) a n d w e r e i s o l a t e d f r om l e a v e s a n d r
o o t t i s s u e s o f h a l o p h y t e s . T h r e e r h i z o s p h e r i c b a c t e r i a , s t r a i n s E A 7 3 -E A 7 5 b e l o n g i n g t o A l t e r om o n a s , d i s p l a y e d h i g h l i p a s e a c t i v i t y ( T a b l e 2 ) . P r o t e a s e p r o d u c t i o n w a s o b s e r v e d
l o w e r ( n= 8 ; 1 3 . 5% ) t h a n l i p a s e a c t i v i t y . M o s t o f t h e e n d o p h y t e s ( n= 5 ) w e r e p o t e n t i a l p r o t e a s e e n z ym e p r o d u c e r s . M o s t l yA c t i n o b a c t e r i aa n dF i rm i c u t e ss t r a i n s w e r e r e S om e a n t a g o n i s t i c s t r a i n s w e r e n e g a t i v e ( n= 2 4 ; 4 0 . 6% ) f o r p r o d u c t i o n o f a l l t e s t e d e n z ym e a c t i v i t i e s . D e t e c t i o n o f N R P S a n d P K S -I s y s t em s A l l a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a l i s o l a t e s w e r e s u b j e c t e d t o g e n e t i c s c r e e n i n g f o r t h e p r e s e n c e o f N R P S a n d P K S g e n e s . O f 5 7 i s o l a t e s t e s t e d , P C R am p l i f i c a t i o n r e v e a l e d t h a t 2 1 s t r a i n s ( 3 6 . 8% )w e r ep o s i t i v e f o ra t l e a s to n eo f t h eb i o s y n t h e t i cg e n e t e s t e d( T a b l e 2 ) . A n d f o r t h e N R P S g e n e , 1 8 ( 3 1% ) s t r a i n s w e r e p o s i t i v e . M o s t o f t h e s t r a i n s w e r e p o s i t i v e f o r N R P S g e n e s a n d b e l o n g e d t o t h e c l a s s A c t i n o b a c t e r i a .F o r t h eg e n eP K S -I ,o n l y7 ( 1 2% ) a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e p o s i t i v e . S im i l a r l y , P K S -I I g e n e c l u s t e r w a s d e t e c t e d i n o n l y 9 ( 1 5 . 2% ) s t r a i n s . B o t h t h e s e g e n e s P K S -I a n d P K S -I I w e r e m o s t l y d e t e c t e d i n t h e s t r a i n s o fA c t i n o b a c t e r i a . T h r e e b a c t e r i a l i s o l a t e s ,E r y t h r o b a c t e rs p . ( E A 8 5 ) , S t r e p t om y c e ss p . ( E A 9 1 ) a n d H a l om o n a ss p . ( E A 1 0 6 ) , i n t h i s s t u d y p o s s e s s a l l o f t h e b i o s y n t h e t i c g e n e s (N R P S , P K S -I a n d P K S -I I ) . T w o i s o l a t e s b e l o n g i n g t oγ -P r o t e ob a c t e r i a , M a r i n o b a c t e r s p . ( E A 1 1 9 ) a n d M a r i n o b a c t e r s p . ( E A 1 2 4 ) , s h o w e d t h e p r e s e n c e o f b o t h N R P S a n d P K S -I g e n e s . S im i l a r l y , t w o i s o l a t e s o fA c t i n o b a c t e r i a , Am y c o l a t o p s i s s p . ( E A 9 9 ) a n d B r e v i b a c t e r i ums p . ( E A 1 0 1 ) , w e r e p o s i t i v e f o r t h e p r e s e n c e o f b o t h N R P S a n d P K S -I I s y s t em .
C u l t u r e c o n d i t i o n o p t im i s a t i o n a n d i d e n t i f i c a t i o n o f m e t a b o l i t e s b y G C -M S a n d L C -M S
I n a l l t e s t e d m e d i a , ½ R 2A b r o t h w a s f o u n d t o b e t h e b e s t c u l t u r i n g m e d i a . S e l e c t e d s t r a i n s s h o w e d t h e b e s t g r o w t h a t pH 7 . 5 a n d 2 8°C i n t h e s h a k i n g i n c u b a t o r ( 1 4 0 r pm ) . A f t e r o p t im i s a t i o n o f c o n d i t i o n s , s e l e c t e d b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e g r o w n i n 5 m L ½ R 2A b r o t h i n s e a w a t e r f o r 3 6 -4 8 h u n t i l OD 6 0 0 r e a c h e d 0 . 9 . F r om t h e s e 5 7 a n t a g o n i s t i c b a c t e r i a , o n l y 3 a n t a g o n i s t i c i s o l a t e s w e r e s e l e c t e d b e l o n g i n g t o t h e c l a s sγ -P r o t e o b a c t e r i a ,i . e . A l t e r om o n a ss p . ( EA 7 3 ) ,A i d i n g im o n a s s p . ( EA 1 0 5 ) a n d H a l om o n a s s p . ( EA 1 2 7 ) d u e t o t h e i r l o w s e q u e n c e s im i l a r i t y a n d h i g h a n t i f u n g a l a c t i v i t y . G C -M S a n d L C -M S a n a l y s e s o f c u l t u r e o f t h e s e t h r e e s t r a i n s i d e n t i f i e d d i f f e r e n t c h em i c a l c o n s t i t u e n t s ( F i g u r e s 3 ( a -c ) a n d4 ( a -e ) ) . F o r G C -M S , d i f f e r e n t c h em i c a l c om p o u n d s w e r e i d e n t i f i e d b y c om p a r i n g t h e i r m a s s s p e c t r a w i t h t h e N I S T l i b r a r y . I s o l a t eA l t e r om o n a ss p . ( EA 7 3 ) e x h i b i t e d t h e p r e s e n c e o f b i o a c t i v e c omp o u n d s l i k e am i n o g u a n i d i n e , s t y r a m a t e , a z e t i d i n e a n d c y a c e t a c i d e (F i g u r e 3 ( a ) ) w h i c h h a v e b e e n a l r e a d y k n o w n f o r t h e i r u s e i n t h e p h a rm a c e u t i c a l i n d u s t r y (H a rr i n g t o n ,2 0 1 1 ) . T h e c u l t u r e e x t r a c t o f s t r a i nA i d i n g im o n a ss p . ( EA 1 0 5 ) s h o w e d t h e p r e s e n c e o f c h em i c a l c om p o u n d s o f b i o l o g i c a l s i g n i f i c a n c e s u c h a s b e n z o p y r a z i n e , b e n z o f u r a z a n , i s o b o r n e o l , b e t am e t h a s o n e b o r n e o l a n d t h a l i d om i d e v a l e r a t e ( F i g u r e 3 ( b ) ) . C h em i c a l a n a l y s e s o fH a l om o n a s s p . ( EA 1 2 7 ) r e s u l t e d i n t h e i d e n t i f i c a t i o n o f d i f f e r e n t a c t i v e m e t a b o l i t e s n am e l y s i l a n a m i n e , c e p h a l o r i d i n e a n d o x i r a n e u n d e c a n o i c ( F i g u r e 3 ( c ) ) .
L C -M S a n a l y s i s w a s p e r f o rm e d t o i d e n t i f y m e t a b o l i t e s f r om c u l t u r e e x t r a c t . L C -M S a n a l y s i s o fA l t e r om o n a ss p . ( E A 7 3 ) i d e n t i f i e d p e a k s f o r o n l y n i n e s e c o n d a r y m e t a b o l i t e s i n b o t h t h e p o s i t i v e -a n d n e g a t i v e -i o n m o d e ( F i g u r e 4 ( a , b ) ) . T h e s e c om p o u n d s i n c l u d e D A PG , m e t h y l j a sm o n a t e , p r e d n i c a r b a t e , m e t h o x am e d r i n e , b e n z y d am i n e , 5 -f o rm y l s al i c y l i c a c i d , g e r a n y l g e r a n i o l , s t e a r am i d e a n d e r u c am i d e . F o r A i d i n g im o n a ss p . ( E A 1 0 5 ) , 2 6 d i f f e r e n t p e a k s w e r e i d e n t i f i e d w h e r e 4 a c t i v e c om p o u n d s i n c l u d i n g a l l o p u r i n o l , t r i g on e l l i n e , t r i am c i n o l o n e a c e t o n e a n d d o d e c a n e d i o i c a c i d w e r e d e t e c t e d i n t h e n e g a t i v e -i o n m o d e (F i g u r e 4 ( c ) ) . H a l om o n a ss p . ( E A 1 2 7 ) s h o w e d t h e p r e s e n c e o f f o u r b i o a c t i v e c omp o u n d s i n t h e i r c u l t u r e e x t r a c t , i . e . D A PG , b e n z y d am i n e a n d d o d e c a n e d i o i c a c i d ( F i g u r e 4 ( d , e ) ) . I n t h i s s t u d y , t h e a n t i b i o t i c D A PG i s p r o d u c e d b y t w o s t r a i n sA l t e r om o n a ss p . ( E A 7 3 ) a n dH a l om o n a ss p . ( E A 1 2 7 ) t h a t i s a l r e a d y k n o w n f o r i t s a n t i p h y t o p a t h o g e n i c a n d b i o c o n t r o l p r o p e r t i e s . a n t im i c r o b i a l a c t i v i t y ( T h om a s , K a v l e k a r , & L o k a B h a r a t h i ,2 0 1 0 ) . S im i l a r l y , s t r a i n s o f H a l om o n a sf r om a m a r i n e s o u r c e a r e a b l e t o p r o d u c e s i d e r o p h o r e , L o i h i c h e l i n s (G i d d i n g s & N e wm a n ,2 0 1 5 ) . B u t n o p r e v i o u s s t u d y h a s r e p o r t e d t h e p r o d u c t i o n o f D A PG b y m a r i n e s t r a i n s o f t h e s e t w o g e n e r a .A l t e r om o n a ss p . ( E A 7 3 ) a l s o s h o w e d t h e p r e s e n c e o f s om e a n t i -i n f l amm a t o r y c om p o u n d s s u c h a s p r e d n i c a r b a t e a n d b e n z y d am i n e a r e u s e d a s d r u g s w h e r e b e n z y d am i n e h a s a n t i b a c t e r i a l a c t i v i t y ( F a n a k i & E l -N a k e e b ,1 9 9 2 ) . I n a d d i t i o n t o t h e s e c om p o u n d s , m e t h y l j a sm o n a t e , v o l a t i l e c om p o u n d s p r o d u c e d b y p l a n t s a s a d e f e n c e m e c h a n i sm (G im e n e z -I b a n e z , C h i n i , & S o l a n o ,2 0 1 6 ) , w e r e a l s o d e t e c t e d i nA l t e r om o n a s s p . ( E A 7 3 ) c u l t u r e e x t r a c t . Am i n o g u a n i d i n e a n d s t y r am a t e h a v e m e d i c a l u s e s i n d i a b e t i c a n d a n t i c o n v u l s a n t d r u g s , r e s p e c t i v e l y , w e r e a l s o d e t e c t e d . N o s u c h c om p o u n d h a s b e e n r e p o r t e d p r e v i o u s l y i n s t r a i n s o fA l t e r om o n a s .
C e p h a l o r i d i n e i s a s em i s y n t h e t i c c e p h a l o s p o r i n a n t i b i o t i c , a n d 
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